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ASBT Apical sodium-dependent bile acid transporter 
BCRP Breast cancer resistance protein 
CES Carboxylesterase 
CNT Concentrative nucleoside transporter 
CYP Cytochrome P450 
ENT Equilibrative nucleoside transporter 
FTD Trifuluridine 
fSIEC Fetal human small intestinal epithelial cells 
HIEC Human intestinal epithelial cells 
MRP Multidrug resistance associated protein 
NBMPR Nitrobenzylthioinosine 
OATP Organic anion transporting polypeptide 
OS Overall survival 
OST Organic solute transporter 
PEPT1 Oligopeptide transporter 1 
PFS progression-free survival 
P-gp P-glycoprotein 
SNP Single nucleotide polymorphism 
TEER Transepithelial electrical resistance 
TK Thymidine kinase 
TPI Tipiracil hydrate 

















とインキュベーションすることで，予測することが可能である[3, 4]．一方，Fa と Fg につい
ては，分離評価が難しく，Fa･Fg として算出・予測されることが多い．いわゆる消化管吸収
率については，in vivo において，絶対的バイオアベイラビリティを Fh で除すことにより算
出することが可能である．また標識体を投与した後の尿中排泄率からも吸収率を見積もる
ことができる．一方，in vitro からのアプローチとして，Caco-2 細胞や消化管組織における






送体を，Figure 1-1 にまとめた． 
例えば，抗アレルギー薬として使用されている fexofenadine は，消化管の刷子縁膜に発現
する organic anion transporting polypeptide（OATP）2B1（SLCO2B1）の基質になることが報
告されており，ヒト消化管吸収において輸送体の寄与が考えられた[10, 11]．ヒトにおいて，
grapefruit juice や apple juice とともに fexofenadine を服薬すると，血漿中濃度が低下し[12, 13]，
in vitro においても，OATP2B1 による取り込みはこれらの juice によって低下する[14, 15]．


















Figure 1-1  Diagram of transporters expressed at the brush border and basolateral 
membranes in intestinal epithelium cells. 
OATP; Organic anion transporting polypeptide, PEPT1; Oligopeptide transporter 1, OCTN; Organic 
cation/carnitine transporter, CNT; Concentrative nucleoside transporter, P-gp; P-glycoprotein, BCRP; 
Breast cancer resistance protein, ENT; Equilibrative nucleoside transporter, OST; Organic solute 






















活性を示す trifluridine（FTD）及び thymidine phosphorylase（TPase）による FTD の不活化を
防ぐ目的で配合された tipiracil hydrate（TPI）を，モル比 1：0.5 で配合した経口抗悪性腫瘍
薬である[30]．FTD は 1964 年に Heidelberger らによって合成された thymidine analog である
[31]．開発初期には，FTD 単剤としての臨床試験が実施されたが，重篤な骨髄抑制のため試
験は中止されている[32]．また，FTD は単剤として静脈内投与されると，半減期 18 分で消
失してしまう[33]．単剤での投与においては，これら低いバイオアベイラビリティ及び短い
半減期ならびに投与継続が難しい副作用のため開発は非常に困難であった．これらの問題
点を改善すべく配合されているのが，FTD の主代謝酵素である TPase の阻害剤である TPI
である．TPI は，Yano らによって合成・最適化され，ヒト TPase を Ki 値 17 nM で阻害する
[34, 35]．FTD と TPI を配合することにより，血漿中 FTD 濃度が維持され，経口投与による
投与が可能となった．そのため，通院の頻度が減り，癌患者にとって大きなメリットとな
っている．Figure 1-2にFTDの薬効メカニズムの模式図を示す．FTDは thymidine kinase（TK）
によりリン酸化され，FTD のトリリン酸化体（FTD-TP）が DNA に取り込まれる[36, 37]．
その結果，DNA に取り込まれた FTD-TP によって，DNA の機能障害を引き起こし，抗腫瘍
効果を示すと考えられている[38-40]．また，pyrimidine の de novo 経路における律速酵素で





Figure 1-2  Proposed mode of action of FTD on anticancer activity 
FTD is phosphorolyzed by thymidine phosphorylase (TPase) to trifluorothymine which can be 
inhibited by TPI. FTD is phosphorylated by thymidine kinase (TK) to FTD-MP, a reversible 
inhibitor of thymidylate synthase (TS), which leads to depletion of thymidine monophosphate 
(dTMP), but an accumulation of 2’-deoxyuridine-5’-monophosphate (dUMP). FTD-MP is 
phosphorylated to FTD-TP and is incorporated into DNA, causing DNA damage, and induces a 
DNA damage-response signaling, leading to cell death. Depletion of deoxythymidine triphosphate 



































抗腫瘍活性を示す TAS-102 の配合成分である FTD は，水溶性化合物である（logP = -0.452, 





一方，ラットにおける FTD の消化管吸収については Okayama らによって報告されている
[45]．ラットにおいても FTD の吸収率は 75%以上と高く，ラット反転腸管を用いた検討に
より，FTD の取り込みは飽和性及び Na+依存性がみられ，pyrimidine で阻害された．また，









ヒトにおいて，ヌクレオシドトランスポーターとして分類されるのは CNT と Equilibrative 
nucleoside transporter （ENT）ファミリーである．それぞれのファミリーに属するサブタイ
プの駆動力，基質認識性及び発現組織を Table 1-1 に示す．消化管の刷子縁膜に発現するト
ランスポーターでヌクレオシドアナログを輸送する可能性がある輸送体として，CNT ファ




とするが，CNT3 は Na+及び H+を駆動力とすることが報告されている[51]．CNT1 及び CNT2
は，小腸，腎臓，肝臓などに発現しているが，CNT3 はより多くの組織で発現している[26, 50]．
消化管においては，いずれのサブタイプも発現が報告されていることから[52-54]，FTD 輸
送について，CNT1，CNT2 及び CNT3 の関与を第 2 章で検討した． 
また，ENT はヒトにおいて，4 つのサブタイプが存在する．ENT1，ENT2 は Na+非依存的
にヌクレオシドやヌクレオシドアナログ医薬品を輸送する[55, 56]．また，ENT1 は NBMPR
に感受性が高く，Ki 値は 2 nM と報告されている[57]．一方で，ENT2 は NBMPR への感受
性が低く，IC50値は μM オーダーである[57]．いずれのサブタイプも全身多くの組織で発現
している[58]．ENT3 は細胞膜ではなく細胞内，特にリソソームに発現しており，ヌクレオ







る[62, 63]．消化管の側底膜には，ENT1 及び ENT2 が発現していることが免疫組織化学的染
色から明らかとなっている[54]．そこで，第 3 章では，FTD の消化管側底膜における透過機
構を ENT1 及び ENT2 に着目して検討することとした． 
 
Table 1-1  Nucleoside transport systems in human 
 
  
Protein name Gene name Driving force Selectivity for substrates Tissue distributions References
CNT1 SLC28A1 Sodium Pyrimidine nucleoside Kidney, Liver, Small intestine [46], [52], [54]
CNT2 SLC28A2 Sodium Purine nucleoside Heart, Skeletal muscle, Liver, Kidney,
Intestine, Pancreas, Placenta, Brain
[49], [52], [54]
CNT3 SLC28A3 Sodium, Proton Pyrimidine and purine
nucleoside
Ubiquitous, most abundant in Mammary
gland, Pancreas, Bone marrow, Trachea,
Intestine
[50], [51], [52]
ENT1 SLC29A1 Facilitated diffusion Pyrimidine and purine
nucleoside
Ubiquitous [54], [55], [58]
ENT2 SLC29A2 Facilitated diffusion Pyrimidine and purine
nucleoside
Ubiquitous [54], [56], [58]







SLC29A4 Proton Adenosine and organic cation Heart, Brain, Skeletal muscle [62], [63]
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第 2 章 小腸刷子縁膜透過機構 






経口抗癌剤として日本，欧州及び米国で上市している TAS-102 の配合成分である FTD は，
ヌクレオシドアナログ構造を持つ水溶性化合物である（logP = -0.452, pH = 7）[43]．ヒトに
14C 標識された FTD を経口投与したところ，尿及び呼気中に投与量の 54.8%及び 2.37%が排




る CNT1，CNT2 及び CNT3 に着目し，FTD の小腸刷子縁膜での責任トランスポーターの同
定を目指した検討を行った． 
また，ヒト消化管研究の材料として利用されている代表的な in vitro 試験系として Caco-2
細胞がある．In vitro での膜透過試験や取り込み試験に利用されているが，実際の消化管と
比較してタイトジャンクションが密であることや，ヌクレオシドトランスポーターの発現
が低いという報告がある[64, 65]．一方，近年 Takenaka や Yamaura らによりヒト消化管上皮
細胞として，human intestinal epithelial cells（HIEC）細胞や fetal human small intestinal epithelial 
cells（fSIEC）細胞が報告された[66, 67]．また，induced pluripotent stem cells（iPS）細胞から
消化管上皮細胞様の細胞の調製方法についても報告されている[68-70]．ヒト消化管におい
ては，膜抵抗値は 40 Ω･cm2 程度であり[9]，これらの細胞は，Caco-2 細胞と比較して，タイ
トジャンクションの形成が緩く，膜抵抗値の観点からは，ヒトの消化管組織に近いと考え
られている（Table 2-1）．また，HIEC 細胞においては，P-gp や BCRP 活性も Caco-2 細胞同
様に有し，さらにヌクレオシドトランスポーターの発現及び活性も確認されている[66]
（Table 2-1）．そのため，本検討では，消化管上皮細胞の in vitro モデル細胞として HIEC
細胞を用いた FTD の取り込み及び膜透過性の検討を実施した．また，ヌクレオシドトラン
スポーター活性の低いアフリカツメガエルの卵母細胞を用いた発現系や，Caco-2 細胞はヌ
クレオシド輸送活性が低いことから，Caco-2 細胞に CNT1 を安定発現させた細胞を樹立し，






Table 2-1  Comparison of transepithelial electrical resistance and CNT/ENT 






Duodenum 45 Yes Yes [9], [52], [53]
Jejunum 34 Yes Yes [9], [53]
Ileum 37 Yes Yes [9], [52], [53]
Caco-2 900 No Yes [64], [66]
HIEC 98.9 Yes Yes [66]
fSIEC ca 50 Unknown Unknown [67]
Enterocyte-like cells from iPS ca 90 Unknown Unknown [70]
TEER; transepithelial electrical resistance, CNT; Concentrative nucleoside transporter, ENT; Equilibrative nucleoside transporter







Expression of nucleoside transporter
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第 2 節 方法 
2-1 試薬 
[14C]FTD（58.7 mCi/mmol，>98%）は Moravek Biochemicals（Brea, CA）で合成されたもの
を使用した．[14C]FTD の標識位置を Figure 2-1 に示した．[14C]Uridine（53 mCi/mmol，99.5%）
は Moravek Biochemicals から購入した．[3H]Water（1 mCi/g）は PerkinElmer（Boston, MA）
から購入した．[14C]Inulin carboxyl（4 mCi/g）は American Radiolabeled Chemicals（St. Louis, MO）
より購入した． 
CNT1，CNT2 及び CNT3 の cDNA は OriGene Technologies（Rockville, MD）から購入した． 
CNT1 の一次抗体は Sigma-Aldrich（St. Louis, MO）より購入した．Na+/K+-ATPase の一次抗
体は，Abcam（Cambridge, UK）より購入した．二次抗体である Alexa488 及び 594 は
ThermoFisher Scientific（Rockford, IL）から購入した． 
Collagenase type I は Wako（Tokyo, Japan）から購入した．その他の試薬は，特級もしくは
分析グレードの製品を用いた． 
*：14C 
Figure 2-1  Radiolabeled position of [14C]FTD 
 
2-2 Caco-2 細胞の培養 
Caco-2 細胞は American Type Culture Collection（Rockville，VA）から購入したものを用い
た． 
Caco-2 細胞は，4.5 g/L の glucose を含む Dulbecco’s modified Eagle medium（DMEM，Life 
technologies）に10% Fetal bovine serum（FBS，GIBCO），1×non-essential amino acid（ThermoFisher 
Scientific），100 U/mL penicillin / 100 μg/mL streptomycin（Life technologies）を加えた培地で
培養した．37°C，5% CO2条件下で培養し，その間，適宜培地交換を実施した．取り込み試
験時には，2×105 cells/well で播種し，15 日間培養した後に使用した．  
 
2-3 Caco-2 細胞における取り込み試験 
培養したプレートから培地を吸引し，37°C に暖めておいた transport buffer (Na+(+))もしく
は transport buffer (Na+(-)) 250 μL に置換し，5 分間インキュベーションした．transport buffer
を吸引し，250 μL の標識体を含む transport buffer を添加して反応を開始した．規定の時間経
過後に transport buffer を吸引し，氷冷した 1 mL の transport buffer で細胞を 2 回洗浄した．
0.5 N の NaOH 400 μL で細胞を溶解し，その後 1 N HCl 200 μL で中和した．500 μL の細胞溶
12 
 
解液に液体シンチレーションとして 10 mL の InstaGel plus（PerkinElmer）を加え，放射能を






細胞の蛋白量を定量するために，BCA Protein Assay Reagent（ThermoFisher Scientific）を
用いた．詳細は，製品マニュアルに従ったが，以下に手順を記載する．標準溶液として，
bovine serum albumin を用いた．定量範囲は，50～1000 μg/mL とした．細胞溶液 25 μL に対
して，試薬 A 及び試薬 B を 50：1 で混合した溶液を 200 μL ずつ添加した．37°C 設定のイ
ンキュベータで 30 分撹拌した．室温に戻し，マイクロプレートリーダー（SpectraMax M2，
Molecular Devices）で吸光度（562 nm）を測定し，蛋白量を算出した． 
 
2-5 HIEC 細胞の培養 
HIEC 細胞は Cell Systems（Kirkland，WA）から購入したものを用いた． 
HIEC 細胞は，Dulbecco’s modified Eagle medium : Nutrient mixture F-12（DMEM/F12，Life 
technologies）に 10% Fetal bovine serum（GIBCO），10 μM dexamethasone（Wako），1 μg/mL insulin
（Sigma-Aldrich），20 ng/mL epidermal growth factor（Sigma-Aldrich），50 μM 2-mercaptoethanol
（nacalai tesque），100 U/mL penicillin / 100 μg/mL streptomycin（Life technologies）になるよう









The solution was adjusted to pH 7.4 with 1N NaOH.













交換した．取り込み試験時には，2～3×105 cells/well で Collagen I 24-well plate（Cosmo Bio，
Tokyo，Japan）に播種し，4～5 日間培養した後に使用した．細胞膜透過試験時には，1×105 
cells/well で Fibrillar Collagen type I 24-Multiwell insert plate（Corning，Bedford，MA）に播種
し，7～10 日間培養した後に使用した． HIEC 細胞の継代培養には，Collagen I 100 mm dish
（Cosmo Bio）を用いた． 
 
2-6 HIEC 細胞における取り込み試験 
培養したプレートから培地を吸引し，37°C に暖めておいた transport buffer（Na+(+)）もし
くは transport buffer（Na+(-)）250 μL に置換し，5 分間インキュベーションした．transport buffer
を吸引し，250 μL の標識体を含む transport buffer を添加して反応を開始した．規定の時間経
過後に transport buffer を吸引し，氷冷した 1 mL の transport buffer で細胞を 2 回洗浄した．
0.5 N の NaOH 400 μL で細胞を溶解した．1 N HCl 200 μL で中和した．500 μL の細胞溶解液
に 10 mL の InstaGel plus（PerkinElmer）を加え，放射能を測定した．残りの細胞溶解液 25 μL
を用いて蛋白定量を実施した．Transport buffer の組成は，2-3 項に準じた．また，阻害試験
では，transport buffer に適切な濃度になるように阻害剤を溶解させた．DMSO で阻害剤を溶
解した場合には，transport buffer 中の DMSO 最終濃度は 0.1%（v/v）とした．また，transport 
buffer の pH を調整し，pH5.0，5.5 及び 6.0 のときには，それぞれ以下の組成の transport buffer
を用いた． 
   
 
 




















 2-7 HIEC 細胞におけるインキュベーション中の FTD の安定性試験 
取り込み試験用に播種した HIEC 細胞に 250 μL の[14C]FTD 溶液を添加した．添加直後及
び 2 時間インキュベーション後に，50 μL を回収し，以下に示す移動相 50 μL と混合し，分
析サンプルとした．Radio-HPLC に 10 μL 注入し，安定性を評価した． 
【Radio-HPLC 条件】 
移動相：10 mmol/L リン酸緩衝液 (pH 3.0)：アセトニトリル＝96：4 







2-8 HIEC 細胞における細胞膜透過試験 
培養したインサート及びプレートから培地を吸引し，transport buffer（Na+(+)）もしくは
transport buffer（Na+(-)）で洗浄した．transport buffer（Na+(+)）もしくは transport buffer（Na+(-)）
をインサート内に 400 μL，プレート内に 1200 μL 加えて，10 分間インキュベーションした．
Apical 側から basolateral 側への透過を評価する際には，apical 側に標識体を含む transport 
buffer を加え，basolateral 側から apical 側への透過を評価する際には，basolateral 側に標識体
を含む transport buffer を加えた．規定の時間経過後に 100 μLずつサンプリングし，随時 buffer
を補充した．サンプリングした試料に液体シンチレーションとして 10 mL の InstaGel plus
（PerkinElmer）を加え，放射能を測定した．最後のサンプリングが終了した後に，氷冷し
た transport buffer で 3 回フィルターを洗浄した．フィルターを回収し，0.5 N の NaOH 300 μL
で細胞を溶解し，その後 1 N HCl 150 μLで中和した．300 μLの細胞溶解液に 10 mLの InstaGel 
plus（PerkinElmer）を加え，放射能を測定した．残りの細胞溶解液 25 μL を用いて蛋白定量
を実施した．Transport buffer の組成は，2-3 項に準じた．また，阻害試験では，transport buffer
に適切な濃度になるように阻害剤を溶解させた．DMSO で阻害剤を溶解した場合には，
transport buffer 中の DMSO 最終濃度は 0.1%（v/v）とした． 
 
2-9 トランスフォーメーション 
購入した cDNA を One shot TOP10（Thermo Fisher Scientific）にトランスフォーメーショ
ンした．詳細は，製品マニュアルに従ったが，以下に手順を記載する．One shot TOP10 に
100 ng/μL の cDNA を 1 μL 加え，タッピングで混合し，氷上で 30 分間インキュベーション
した．その後，42°C で 30 秒間インキュベーションし，氷上に移して，2 分間インキュベー




等になるように塗りつけた．LB プレートを逆さまにして，37°C で 15～20 時間インキュベ
ーションした． 
 
2-10 cDNA の回収・精製 
得られたシングルコロニーを 100～200 mL の 100 μg/mL アンピシリン含有 LB 培地で 200 
rpmで振とうしながら，37°Cで 16時間程度培養した．cDNAの回収はMidiPrep（Thermo Fisher 
Scientific）で行った．詳細は，製品マニュアルに従ったが，以下に手順を記載する．得られ
た LB 培地を 6000 g，4°C で 15 分間遠心した．上清を捨て，4 mL の Buffer P1 で細胞ペレッ
トを懸濁した．4 mL の Buffer P2 を添加後，4～6 回転倒して完全に混和させて，5 分ほど室
温で静置した．Buffer P3 を 4 mL 添加し，直ちにチューブを 4～6 回転倒混和した．15000 g，
4°C で 30 分間遠心した．回収した上清を 15000 g，4°C で 15 分間，再度遠心した．HiSpeedTM 
Midi Tip に Buffer QBT を加え，カラムが空になるまで自然落下させた．HiSpeedTM Midi Tip
に遠心した上清を添加し，自然落下により樹脂に浸透させた．HiSpeedTM Midi Tip を 10 mL
の Buffer QC で 2 回洗浄した．5 mL の Buffer QF で cDNA を溶出した．溶出した液に 3.5 mL
のイソプロパノールを添加し，混和後，15000 g，4°C で 30 分間遠心した．遠心上清を除き，
2 mL の 70%エタノールで洗浄し，15000 g，4°C で 10 分間遠心した．上清を除き，cDNA ペ




購入した cDNA の一塩基変位を修正するために，QuikChange II Site-Directed Mutagenesis 
Kit（Agilent Technologies）を用いて，変位箇所を置換した．CNT1 について，購入した cDNA
の accession No.は NM_004213 であり，CNT1 をクローニングした論文で報告されている
accession No. U62968[46]に合わせるため，以下の下線部で示したアミノ酸変位を伴う 3 箇所
の変位を修正した． 
 
また，CNT2 についても，購入した cDNA の accession No.は NM_004212 であり，CNT2



















下線部で示した 1 箇所の変位を修正した． 
 
Mutagenesis の手順については，製品のマニュアルに従ったが，以下に手順を示す．PCR
チューブ中で，10×reaction buffer（5.0 μL），変異修正前の cDNA（50 ng/μL 程度，1.0 μL），
修正用 primer（0.4 pmol/μL 各 1.0 μL），dNTP mixture（1.0 μL），RNase free water（40.0 μL）
及び PfuUltra HF DNA polymerase（1.0 μL）を混合し，denature（95°C，1 分）の後，引き続
いて denature（95°C，30 秒），anealing（55°C，1 分）及び extension（68°C，7 分）から成
る反応を 1 サイクルとして，16 サイクルの反応を行った．この反応液に 1 μL の DpnI を加
え，37°C で 1 時間インキュベーションした．その後は，トランスフォーメーション，cDNA
の回収，精製と前述の手順で cDNA を回収した．また，cDNA の回収後には，塩基配列を
Hokkaido System Science Co., Ltd.（札幌市，北海道）に依頼し，確認した． 
 
2-12 cRNA の調製 
CNT1，CNT2 及び CNT3 の cDNA を制限酵素 XbaI（Wako），XbaI（Wako）及び XhoI（Roche）
で切断し，直鎖状に処理した．cRNA の合成は，mMESSGAGE mMACHINE Kit（Thermo Fisher 
Scientific）を用いて実施した．手順は製品のマニュアルに従ったが，以下に手順を示す．直
鎖状の cRNA（5 μL），T7 2×NTP/ARCA（10 μL），10×T7 reaction buffer（2 μL），T7 enzyme mix
（2 μL）及び Nuclease-free water（1 μL）を混合し，37°C で 1.5 時間インキュベーションし
た．インキュベーション後，TURBO DNase を 1 μL 加え，混合し，37°C で 15 分間インキュ
ベーションした．この反応液に Nuclease-free water（36 μL），5×E-PAP buffer（20 μL），25 mM 
MnCl2（10 μL），10 mM ATP solution（10 μL）及び E-PAP（4 μL）を混合し，37°C で 30 分間
インキュベーションした．インキュベーション後，氷上に置き，10 μL の Ammonium Acetate 
Stop Solution 及び 200 μL の Nuclease-free water を加えた．さらに，310 μL のフェノール：ク
ロロホルム（=5：1）を加えた．ボルテックスし，室温で 13000 rpm で 5 分間遠心した．回
収した上清と等量のクロロホルムを添加し，ボルテックス後，室温で 13000 rpm で 5 分間遠
心した．上清を回収し，等量のイソプロパノールと 1/10 量の 3 M 酢酸ナトリウム（pH 5.2）
を加えて撹拌した．10000 rpm，4°C で 60 分間遠心し，上清を捨て，70%エタノールを 1 mL
加えた．軽く撹拌し，13000 rpm，4°C で 5 分間遠心した．上清を完全に取り除き，適量の

















細胞を摘出した．OR2（oocyte Ringer’s solution 2，pH 7.5）中，顕微鏡下で卵塊を適当な大
きさに分割後，OR2で10回洗浄した．その後，2 mg/mL collagenase含有OR2に移し，20～30
分間，室温で振とうし，collagenase処理を行った．処理後，collagenase 溶液を除き，OR2で






















The solution was adjusted to pH 7.5 with 1N NaOH and sterilized by autoclaving.















24 ウェルプレートに 25°C に温めた ND96（Na+(+)もしくは Na+(-)）を入れて，卵母細胞
を 5 分間インキュベーションした．500 μL の標識体を含む ND96 溶液を新しい 24 ウェルプ
レートに添加し，卵母細胞を移し，反応を開始した．基質濃度測定用に 10 μL の薬液を回収
した．規定の時間経過後に ND96 溶液を除去し，氷冷した ND96 で 5 回洗浄した．洗浄した
卵母細胞をバイアル瓶に入れ，1 mL の SOLVABLE（PerkinElmer）を加え，55°C で 1 時間
可溶化した．液体シンチレーションとして 10 mL の Hionic-Fluor（PerkinElmer）を加え，液
体シンチレーションカウンターで放射能を測定した．また，阻害試験では，ND96 溶液に適
切な濃度になるように阻害剤を溶解させた．DMSO で阻害剤を溶解した場合には，ND96 溶






2-16  CNT1 のベクターの組み換え 
卵母細胞の試験に用いた CNT1 の cDNA は，ベクターに抗生物質による耐性遺伝子が組
み込まれていなかったので，安定発現細胞を構築するためにベクターの組み換えを実施し





The solution was adjusted to pH 7.6 with 1N NaOH and sterilized by autoclaving.







The solution was adjusted to pH 7.4 with 1N NaOH.







The solution was adjusted to pH 7.4 with 1N KOH.
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た．hCNT1/pCMV6-XL5 及び pcDNA3.1/Hygro を XbaI（Wako）及び NotI（TOYOBO）を混
合し，37°C で 1 時間インキュベーションした．0.8%アガロースゲルで電気泳動し，目的の
バンドを切り出し，ゲル抽出した．手順は製品のマニュアルに従ったが，以下に手順を示
す．切り出したゲル片の重量と等量の membrane binding solution を加えた．転倒混和し，60°C
でゲル片が溶解するまでインキュベーションした．溶解させたゲル片の溶液を SV カラムに
移し，1 分間インキュベーションした．10000 rpm で 1 分間遠心し，カラムを membrane wash 
solution で 2 回洗浄した．カラムに適量の TE buffer を加え，室温で 1 分間インキュベーショ
ンした後に，10000 rpm で 1 分間遠心し，溶出した cDNA を組み換える試料とした．制限酵
素で切断した cDNA と ligation mix（Takara）を混合し，16°C で 30 分間インキュベーション
した．ライゲーション産物を One shot TOP10 にトランスフォーメーションした．トランス
フォーメーションの手順は，2-9 項に従った．得られたシングルコロニーについて，2-10 項
に従い，cDNA を精製した．得られた cDNA について，制限酵素処理及びシークエンスによ
る確認を実施した． 
 
2-17 Caco-2 細胞における CNT1 発現細胞及び Mock 細胞の構築 
Caco-2 細胞を 6 well プレートに 2×105 cells/well で播種した．播種の翌日に，OptiMEM
（Thermo Fisher Scientific），組み換えた CNT1 の cDNA もしくは pcDNA3.1/Hygro（Thermo 
Fisher Scientific）を混合した（cDNA の最終濃度は 20 ng/μL）．この混合溶液に FugeneHD
（Promega）を加え，室温で 10 分間インキュベーションした．その後，培養したプレート
の培地中にこの混合液を添加し，37°C，5%条件下で培養した．翌日，培地を吸引し，150 μg/mL 
Hygromycin B（Thermo Fisher Scientific）を含む DMEM に置換し，さらに培養した．細胞が
ある程度死滅するまで，培地交換した．生き残った細胞を 0.25%トリプシンで回収し，10 cm
ディッシュに播種し，さらに Mock 細胞及び CNT1 発現細胞のサブクローンを作成した． 
 
2-18 免疫細胞化学的染色 
Mock 細胞及び CNT1 発現細胞を 0.25%トリプシンで回収し，8×104 cells/well でチャンバ
ースライド（松浪硝子工業）に播種した．37°C，5%CO2 条件下で 3 日間培養した．培養し
た細胞の培地を除去し，PBS で細胞を洗浄した．4% PFA/PBS を 200 μL 加え，室温で 10 分
間放置し，細胞を固定した．4% PFA/PBS を除去し，PBS で 2 回洗浄した．0.1% TritonX/PBS
を 200 μL 加え，10 分間浸透処理した．0.1% TritonX/PBS を除去し，PBS で 2 回洗浄した．
Protein Block Serum-Free（Dako）を 150 μL 加え，室温で 60 分間放置した．ブロッキング溶
液を除去し，PBS で洗浄した．1% BSA/PBS で希釈した一次抗体を 150 μL 加え，湿潤箱内
に静置し，冷蔵庫内で一晩放置した．一次抗体を除去し，PBS で 2 回洗浄した．1% BSA/PBS
で希釈した適切な二次抗体を 150 L ずつ加え，室温・暗所で 1 時間放置した．遮光のまま，
PBS で 2 回洗浄した．チャンバースライドから取り外し，細胞の上に VECTASHIELD hard set 






 Caco-2 細胞及び HIEC 細胞への薬物の取り込み 
培養細胞における薬物の取り込みクリアランス（μL/min/mg protein）は，規定の時間にお
ける培養細胞中の放射能量（dpm/min/well）を transport buffer 中の初期放射能濃度（dpm/μL）
及び蛋白量（mg protein/well）で除すことにより算出した． 
 
 HIEC 細胞における膜透過係数の算出 
HIEC 細胞における Permeability coefficient（Papp，膜透過係数，cm/sec）は，以下の式で
算出した． 
𝑃𝑃𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎 = �𝑑𝑑𝑑𝑑 𝑑𝑑𝑑𝑑� �𝐴𝐴 × 𝐶𝐶0  
ここで，Q は acceptor 側へ輸送された薬物量（pmol），t は時間（hr），A はチャンバーフ
ィルターの表面積（cm2），C0は時間 0 における donor 側の薬物濃度（μmol/L）を示す． 
また，flux ratio は HIEC 細胞における basolateral 側から apical 側への膜透過係数に対する
apical 側から basolateral 側への膜透過係数の比から算出した． 
𝑓𝑓𝑓𝑓𝑓𝑓𝑓𝑓 𝑟𝑟𝑟𝑟𝑑𝑑𝑟𝑟𝑟𝑟 = 𝑃𝑃𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎 (𝐴𝐴 𝑑𝑑𝑟𝑟 𝐵𝐵)








統計量は，mean ± SD（n 数）もしくは，mean ± SEM（n 数）で表記した．統計的有意差





第 3 節 結果 
3-1 Caco-2 細胞への FTD の取り込み 
3-1-1 時間依存性 
Caco-2 細胞への FTD の時間依存的な取り込みを検討した結果を Figure 2-2 に示す．FTD
の細胞内への取り込み量は Na+存在下において，時間とともに増加した．また，Na+非存在
下では，FTD の取り込みは Na+存在下に対して 70%程度となった． 
 
Figure 2-2  Time course of uptake of FTD by Caco-2 cells 
Uptake of [14C]FTD (10 μM) by Caco-2 cells was measured at 37°C in the transport 
buffer containing FTD (pH 7.4) over 30 min. Circle and square symbols represent the 
uptake of FTD in the presence and absence of Na+, respectively. Each point represents 







































引いて算出した．取り込み時間はほぼ定常状態に達した 30 分とした．結果を Figure 2-3 に
示す．HIEC 細胞の細胞内容積は，5.1 μL/mg protein と算出された．Caco-2 細胞では，3.66 
μL/mg protein と報告されており，大きな違いはないと考えられた[73]． 
 
Figure 2-3  Intracellular volume measurement of HIECs 
Intracellular volume was estimated from the difference in distribution volume of 


































HIEC 細胞への FTD の時間依存的な取り込みを検討した結果を Figure 2-4 に示す．FTD の
細胞内への取り込み量は Na+存在下において，時間とともに増加した．また，Na+非存在下
では，FTD の取り込みは Na+存在下に対して 20%程度と低かった．さらに，HIEC 細胞にお
ける Na+存在下での FTD の取り込み量は，Caco-2 細胞における取り込みよりも全体として
大きかった． 




Figure 2-4  Time course of uptake of FTD by HIECs 
Uptake of [14C]FTD (10 μM) by HIECs was measured at 37°C in the transport buffer 
containing FTD (pH 7.4) over 30 min. Circle and square symbols represent the uptake of 

































HIEC 細胞への FTD の濃度を 0.0021 mM から 2.01 mM まで変えたときの取り込み速度を
検討した結果を Figure 2-5 に示す．HIEC 細胞において，FTD の取り込みは，1 つの飽和性
コンポーネントと見かけ上一次の非飽和性のコンポーネントの和によって解析された．Km，
Vmax 及び kdは，それぞれ 15.0 ± 7.4 μM，375.6 ± 89.0 pmol/mg protein/3 min 及び 2.18 ± 0.12 
μL/mg protein/3 min と算出された（Fig. 2-5 (A)）．Fig. 2-5 (B)に Eadie-Hofstee plot を示した．
Eadie-Hofstee plot からも 1つの飽和性コンポーネントと 1つの非飽和性コンポーネントから
成ることを示唆する結果が得られた． 
 
A     B 
  
 
Figure 2-5  Concentration dependence of FTD uptake by HIECs 
A, Total (solid line), saturable (dashed line), and non-saturable (dotted line) uptakes of 
[14C]FTD were obtained by kinetics parameters estimated from non-linear least square 
analysis based on the uptakes measured at various concentrations (0.0021～2.01 mM) 
for 3 min at 37°C. B, The uptake of FTD at various concentrations is shown as 
Eadie-Hofstee plot. Solid line represents the calculated values using kinetic parameters 



















































Uptake of FTD  (μL/mg protein）
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3-2-4 取り込みに対する pH の影響 
輸送体の中には，プロトン依存的取り込みを示す分子種もある．HIEC 細胞において，FTD
取り込みにおけるpH依存性（5.0～8.0）をNa+の存在下及び非存在下で検討した結果をFigure 
2-6 に示す．Na+存在下では，pH 7.0 で最も高い取り込み活性を示した．一方，Na+非存在下
では，酸性側の pH でわずかに取り込みが上昇したが，顕著な上昇ではなかった． 
 
Figure 2-6  Effect of extracellular pH on the uptake of FTD by HIECs 
Uptake of [14C]FTD (4.9 μM) by HIECs in the presence (closed circles) and absence of 
Na+ (open circles) over 3 min was measured at various extracellular pH values in the 
range from 5.0 to 8.0. Each point represents the mean ± SD (n=3), and * indicates a 





































HIEC 細胞への FTD 取り込みに対する nucleoside，nucleobase 及び ENT 阻害剤の影響を検
討した結果を Table 2-2 に示した．FTD の取り込みは，uridine，thymidine 及び inosine の存在
下において濃度依存的な低下がみられた．一方，uracil 存在下では，85%程度に取り込みが
低下したが，その作用は濃度依存的ではなかった．また，100 μM NBMPR 存在下で 88%程
度に取り込み量が低下した． 
 
Table 2-2  Inhibitory Effects of Various Compounds on the Uptake of FTD by HIECs 
 
The cells were incubated for 3 min at 37°C in the transport buffer (pH 7.4). Thereafter, radioactivity 
of solubilized cells was determined. The results are shown as a percentage of control uptake. Data 
are shown as mean ± SD (n=3), and a statistically significant difference from control uptake is 




Control - 100.0 ± 5.9
10 54.3 ± 1.2 *
100 29.6 ± 1.1 *
1000 19.8 ± 0.6 *
10 55.3 ± 3.1 *
100 25.9 ± 0.8 *
1000 14.3 ± 2.4 *
10 67.4 ± 3.2 *
100 30.8 ± 2.0 *
1000 17.3 ± 0.4 *
0.1 84.6 ± 5.0 *
1 82.4 ± 9.0 *
10 86.8 ± 0.9 *
Control (0.1% DMSO) - 100.0 ± 2.2
0.1 125.8 ± 2.4 *
100 88.2 ± 3.9 *
% of control  







3-2-6 HIEC 細胞におけるインキュベーション中の FTD の安定性 
HIEC 細胞における FTD の安定性を検討するために，10 μM FTD を HIEC 細胞とインキュ
ベーションしたときの反応液中での安定性を検討した結果を Figure 2-7 に示す．インキュベ
ーション後 2 時間において，92％が FTD として存在した（Fig. 2-7 (B)）．In vitro の取り込み
試験系において，インキュベーション中は，標識体 FTD はほぼ未変化体として存在してい
ると考えられた． 




Figure 2-7  Radiochromatogram after incubation of [14C]FTD in HIEC monolayers 
The HIEC monolayers were incubated in transport buffer (pH 7.4) containing [14C]FTD 






3-3 HIEC 細胞における FTD の膜透過 
3-3-1 HIEC 細胞における uridine の膜透過性 
HIEC 細胞におけるいくつかのヌクレオシドアナログ医薬品の膜透過性の評価は，
Takenaka らによって報告されているが[66]，内因性ヌクレオシドである uridine の膜透過性
を評価した結果を Figure 2-8 に示す．また，インキュベーション開始後 1 時間までの値から
算出した膜透過係数及び flux ratio（A to B / B to A）を Table 2-3 に示す．Na+存在下において，
uridine の flux ratio は，4.43 ± 0.12 と吸収方向のクリアランスが高く得られた．一方，Na+非
存在下においては，A to B方向への膜透過係数は，Na+存在下に対して 38%に減少し，flux ratio
は 0.83 ± 0.07 となった．また，1000 μM の thymidine 存在下でも A to B の膜透過係数は Na+
存在下に対して 21%に減少し，flux ratio は 1.10± 0.03 となった． 
 
Figure 2-8  Transcellular transport of uridine by HIEC monolayers in chamber 
The cells were incubated in transport buffer (pH 7.4) containing [14C]uridine added to the apical 
(closed symbols) or basolateral side (open symbols) in the presence (●, ○) or absence of Na+(■, □), 


































Control (A to B)
Control (B to A)
Na+(-) (A to B)
Na+(-) (B to A)
+1000 μM Thymidine (A to B)
+1000 μM Thymidine (B to A)
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 Table 2-3  Permeability Coefficient of uridine across HIEC Monolayers 
 
 
Data are shown as mean ± SD (n=3). The permeability coefficient was obtained from the results 
shown in Figure 2-8. A; apical, B; basolateral 
 
  
A to B 25.7 ± 0.7
B to A 5.80 ± 0.30
A to B 9.76 ± 0.83
B to A 11.8 ± 0.6
A to B 5.31 ± 0.15
B to A 4.82 ± 0.51
Control 4.43 ± 0.12
Condition Directions
Permeability coefficient Flux ratio
(A to B/B to A)(×10-6 cm/sec)






3-3-2 HIEC 細胞における FTD の膜透過性 
HIEC 細胞において，FTD の膜透過性を評価した結果を Figure 2-9 に示す．また，インキ
ュベーション開始後 1 時間までの値から算出した膜透過係数及び flux ratio（A to B / B to A）
を Table 2-4 に示す．Na+存在下において，FTD の flux ratio は，9.40 ± 0.38 と吸収方向のクリ
アランスが高く得られた．一方，Na+非存在下においては，A to B の膜透過係数は，Na+存在
下に対して 11%に減少し，flux ratio は 0.685 ± 0.081 となった．また，1000 μM の thymidine
存在下でも A to B の膜透過係数は，Na+存在下に対して 9.5%に減少し，flux ratio は 0.936 ± 
0.086 となった． 
 
Figure 2-9  Transcellular transport of FTD by HIEC monolayers in chamber 
The cells were incubated in transport buffer (pH 7.4) containing [14C]FTD added to the 
apical (closed symbols) or basolateral side (open symbols) in the presence (●, ○) or 
absence of Na+(■, □), respectively, and in the presence of 1000 μM thymidine (▲, △). 





























Control (A to B)
Control (B to A)
Na+(-) (A to B)
Na+(-) (B to A)
+1000 μM Thymidine (A to B)
+1000 μM Thymidine (B to A)
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 Table 2-4  Permeability Coefficient of FTD across HIEC Monolayers 
 
 
Data are shown as mean ± SD (n=3). The permeability coefficient was obtained from the results 
shown in Figure 2-9. A; apical, B; basolateral 
  
A to B 36.9 ± 1.5
B to A 3.93 ± 0.15
A to B 4.07 ± 0.48
B to A 5.95 ± 0.09
A to B 3.49 ± 0.32

















3-4 卵母細胞を用いた輸送体強制発現系への FTD の取り込み 
3-4-1 CNT1，CNT2 及び CNT3 発現細胞への uridine の取り込み 
アフリカツメガエルの卵母細胞に CNT1，CNT2 及び CNT3 を発現させ，uridine の取り込
みを検討した結果を Figure 2-10 に示す．いずれにおいても，対照として water を注入した細
胞よりも高い取り込み活性を示した． 
 
A        B                C 
   
Figure 2-10  Uptake of uridine by Xenopus oocytes expressing human CNT1 (A), CNT2 (B) or 
CNT3 (C) 
Uptake of [14C]uridine (7.7 μM (A), 7.0 μM (B), 8.5 μM (C)) by Xenopus oocytes 
expressing human CNT1, CNT2 or CNT3 was measured for 30 min (CNT1 and CNT3) 
or 60 min (CNT2) at room temperature (pH 7.4). Closed column represents the uptake of 
uridine by Xenopus oocyets injected with water. Open column represents the uptake of 
uridine by Xenopus oocytes expressing CNT1, CNT2, or CNT3. Data are shown as the 





























































































3-4-2 CNT1，CNT2 及び CNT3 発現細胞への FTD の取り込み 
アフリカツメガエルの卵母細胞に CNT1，CNT2 及び CNT3 を発現させ，FTD の取り込み
を検討した結果を Figure 2-11 に示す．いずれにおいても，対照として water を注入した細胞
よりも高い取り込み活性を示した．特に CNT1 を発現させた細胞では，取り込み活性が最
も高かった． 
A       B 
      
C 
 
Figure 2-11  Uptake of FTD by Xenopus oocytes expressing human CNT1 (A), CNT2 (B) or 
CNT3 (C) 
Uptake of [14C]FTD (4.9 μM (A), 5.2 μM (B), 5.7 μM (C)) by Xenopus oocytes 
expressing human CNT1, CNT2 or CNT3 was measured for 10, 30, 60 and 120 min at 
room temperature (pH 7.4). Closed circles represent the uptake of FTD by Xenopus 
oocytes expressing CNT1, CNT2 and CNT3, respectively. Open circles represent the 









































































3-4-3 CNT1 発現細胞への FTD 取り込みに対する Na+の影響 
CNTs は Na+を駆動力とし，基質を輸送することが報告されている[46]．CNT1 を発現させ
た卵母細胞における FTD 取り込みの Na+依存性を検討した結果を Figure 2-12 に示す．CNT1




Figure 2-12  Effect of Na+ on the uptake of FTD by Xenopus oocytes expressing CNT1 
Uptake of [14C]FTD (4.9 μM) by Xenopus oocytes expressing human CNT1 was 
measured for 30 min at room temperature (pH 7.4). CNT1-mediated uptake of FTD was 
determined by subtracting the uptake by water-injected oocytes from that by CNT1 
cRNA-injected oocytes. Closed and open column represents the uptake of FTD by 
Xenopus oocytes expressing CNT1 in the presence and absence of Na+, respectively. 
Data are shown as the mean ± SEM (n=8-10). * indicates a statistically significant 
































Na+(+)      Na+(-) 
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3-4-4 CNT1 発現細胞への FTD 取り込みにおける濃度依存性 
最も高い取り込み活性を示した CNT1 について，FTD の濃度を 0.0022 mM から 2.01 mM
までの範囲で測定した結果を Figure 2-13 に示す．取り込み時間は，初期取り込みを反映し
ていると考えられた 30 分で実施した．また，各 FTD 濃度における取り込み速度は，CNT1
を発現させた卵母細胞における取り込み速度からwaterを注入した卵母細胞における取り込
み速度を引いて算出した．取り込みは飽和性を示し，Km 及び Vmax はそれぞれ 69.0 ± 26.7 μM
及び 516 ± 36.1 pmol/oocyte/30 min と算出された． 
 
 
Figure 2-13  Concentration dependence of uptake of FTD by Xenopus oocytes expressing 
CNT1 
CNT1-mediated uptake of [14C]FTD was measured for 30 min at various concentrations 
(0.0022～2.01 mM). CNT1-mediated uptake of FTD was determined by subtracting the 
uptake by water-injected oocytes from that by CNT1 cRNA-injected oocytes. Each point 






























3-5 CNT1/Caco-2 細胞における FTD の膜透過性評価 
3-5-1 CNT1/Caco-2 細胞の検討 
CNT1/Caco-2 細胞におけるサブクローンとして，12 クローンを得た．その各サブクロー






A       B 
  
Figure 2-14  Time course of uptake of uridine (A) and FTD (B) by subcloned CNT1/Caco-2 
cells 
Uptake of [14C]uridine (2.9 μM) and [14C]FTD (10 μM) by parent Caco-2 cells (circle, 
dotted line) and subcloned CNT1/Caco-2 cells (circle; #2, triangle; #4, diamond; #6, 
square; #9, solid line) over 10 min was measured at 37°C in the transport buffer 
containing FTD (pH 7.4). Closed and open symbols represent the uptake of FTD in the 













































































3-5-2 CNT1/Caco-2 細胞における CNT1 蛋白質の細胞内局在 
親株 Caco-2 細胞にベクター（pcDNA3.1/Hygro）をトランスフェクションした Mock 細胞
を作成し，Mock 細胞及び CNT1/Caco-2 細胞における CNT1 の細胞内局在性を検討した結果
を Figure 2-15 に示す．青，緑及び赤のシグナルは，それぞれ核，Na+/K+ ATPase 及び CNT1
を示す． 
Mock 細胞における免疫細胞化学的染色の結果を Figure 2-15 の(A)及び(B)に示す．また，
CNT1/Caco-2 細胞における免疫細胞化学的染色の結果を Figure 2-15 の(C)及び(D)に示す．い
ずれの細胞においても，Na+/K+ ATPase（緑のシグナル）は細胞膜上に局在していた（Fig. 2-15 
(A)，(C)）．CNT1（赤のシグナル）については，Mock 細胞で検出されなかった（Fig. 2-15 (A)，
(B)）．一方，CNT1/Caco-2 細胞では，CNT1 の発現が認められ，CNT1 は apical side に局在
することが明らかになった（Fig. 2-15 (D)）． 
A       B 
    
C       D 
    
Figure 2-15  Immunolocalization of CNT1 in Mock and CNT1/Caco-2 cells 
The cells was stained with anti-human CNT1 and Na+/K+ ATPase, followed by anti-rabbit 
goat IgG and anti-mouse goat IgG conjugated with AlexaFluor® 594 (red) and 488 (green), 
respectively. Nuclei were stained with DAPI (blue). Fluorescence was observed at 63× 









3-5-3 CNT1/Caco-2 細胞のおける FTD の膜透過 
Mock 細胞及び CNT1/Caco-2 細胞における FTD の膜透過を検討した結果を Figure 2-16 に
示す．また，インキュベーション開始 1 時間後の値から算出した膜透過係数及び flux ratio
（A to B / B to A）を Table 2-5 に示す．CNT1/Caco-2 細胞では，Mock 細胞に比べて明らかに
A to B 方向への膜透過係数が上昇した．また，CNT1/Caco-2 細胞において，Na+非存在下で
は Mock 細胞の膜透過係数と同程度に減少した．CNT1/Caco-2 細胞における flux ratio は，
Na+存在下で 15.7 ± 0.4 であったが，Na+非存在下では，0.88 ± 0.04 に低下した． 
 
Figure 2-16  Transcellular transport of FTD by Mock cells and CNT1/Caco-2 cells in 
chamber 
Transcellular transport of FTD (5.0 µM) in the presence (●, ○, ■, □) or absence of 
Na+(◆, ◇, ▲, △) by Mock and Caco-2 cells transfected with CNT1. The circle and 
diamond show transcellular transport of FTD in Mock cells. The square and triangle 
show transcellular transport of FTD in Caco-2 cells expressing CNT1. The cells were 
incubated in transport buffer (pH 7.4) containing FTD added to apical side (closed 
symbols) or basolateral (open symbols). The radioactivity appeared on the opposite 
































Mock (A to B)
Mock (B to A)
Mock (Na+(-), A to B)
Mock (Na+(-), B to A)
hCNT1/Caco-2 (#9) (A to B)
hCNT1/Caco-2 (#9) (B to A)
hCNT1/Caco-2 (#9) (Na+(-), A to B)
hCNT1/Caco-2 (#9) (Na+(-), B to A)
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Table 2-5  Permeability coefficient of FTD across CNT1/Caco-2 cells and mock 
 
Data are shown as mean ± SD (n=3). The permeability coefficient was obtained from the results 





A to B 1.62 ± 0.07
B to A 2.94 ± 0.09
A to B 2.78 ± 0.32
B to A 3.22 ± 0.23
A to B 41.8 ± 1.0
B to A 2.66 ± 0.15
A to B 3.22 ± 0.14



















また，Mock 細胞及び CNT1/Caco-2 細胞と FTD を 2 時間インキュベーションした後の細
胞内 FTD 蓄積の結果を Figure 2-17 に示す．Na+存在下における CNT1/Caco-2 細胞で最も高
い値を示し，Na+非存在下では，その蓄積は低下した．また，細胞内容積 3.66 μL/mg protein[73]
から細胞内濃度を算出した結果を Table 2-6 に示す．CNT1/Caco-2 細胞では，添加濃度（5.0 μM）
よりも高い濃度となったことからも濃縮的に取り込まれていると考えられた． 
 
Figure 2-17  The cellular accumulation of FTD by Mock cells and CNT1/Caco-2 cells 
The cellular accumulation of FTD from apical to basolateral side (A to B, closed 
column) and from basolateral to apical side (B to A, open column) by Mock and 
Caco-2 cells transfected with CNT1 are evaluated in the presence and absence of Na+. 
Data are shown as the mean + SD (n=3). 
 
Table 2-6  Estimated cellular concentration of FTD in HIEC monolayers 
 
Cellular concentrations of FTD at 2 hr in Mock and CNT1/Caco-2 cells were obtained 































A to B 19.3 ± 2.0
B to A 36.0 ± 2.3
A to B 15.8 ± 1.4
B to A 20.6 ± 0.4
A to B 144.3 ± 13.1
B to A 54.4 ± 4.5
A to B 20.6 ± 2.4












第 4 節 考察 
本章では，小腸刷子縁膜に着目して FTD の取り込み責任輸送体の同定を目指した．まず
始めに消化管モデル細胞として汎用されている Caco-2 細胞と HIEC 細胞における FTD の取
り込みを比較した．Caco-2 細胞において，FTD の取り込みは時間依存的に増加したが，Na+
依存的な取り込みは，30%程度であった．一方，HIEC 細胞における FTD の取り込みクリア
ランスは，Caco-2 細胞のそれよりも大きく，Na+依存的な取り込みは，80%程度みられた．
また，Caco-2 細胞は CNT1 及び CNT2 の発現が低いという報告がある[64, 65]．よって，ヌ
クレオシドアナログ薬物である FTD の吸収機構を解明する in vitro の試験系として，HIEC
細胞は，Caco-2 細胞よりも適していると考えられた． 
HIEC 細胞における FTD の取り込みは，飽和性を示し，Km 値は 15.0 μM であった．TAS-102
を推奨用量（35～75 mg）で投与したときの消化管内濃度（投与量を服用水容積 250 mL で
除した値）は，470～1000 μM となる．定量的な考察は難しいが，輸送体が介在していると
考えられるクリアランス（Vmax/Km，25 μL/mg protein/3 min）は，非飽和性のクリアランス（kd，
2.2 μL/mg protein/3 min）と比較して大きかったこと，及び Na+依存的な取り込みが 80%程度
と大きかったことから，FTD の消化管吸収に一部輸送体が寄与していると考えられた．ま
た，Na+存在下では，pH 7.0 で最も高い取り込み活性を示した．一方で，Na+非存在下では，
酸性側の pH でわずかに取り込みが上昇したが，顕著な上昇ではなかった．CNT3 は Na+非
存在下において，プロトンを駆動力として，取り込み活性が上昇することが報告されてい
るため[51]，HIEC 細胞において CNT3 は FTD の取り込みの寄与は大きくないと考えられた．
さらに，FTD の取り込みにおいて，nucleoside や nucleobase などによる阻害を検討した．CNT1，
2 及び 3 の基質となる uridine によって濃度依存的な低下がみられた．また，CNT1 及び 3 の
基質である thymidine でも同様に濃度依存的な低下がみられた．さらに，CNT2 及び 3 の基
質である inosine によっても濃度依存的な低下がみられた．HIEC 細胞における FTD の取り
込みは，いずれの nucleoside によっても IC50 値が約 10 μM で低下した．この IC50 値は，各
nucleoside に対する CNTs の Km 値に近かった．すなわち，HIEC 細胞における FTD の取り込
みに CNTs が寄与している可能性が示唆された．また，nucleobase である uracil によっては，
10%程度の低下がみられたが，濃度依存的な変化ではなかった．Uracil は，ENT1 及び ENT2
の基質であるため，一部 ENTs の寄与も考えられた．さらに，equilibrative nucleoside transporter
（ENT）の阻害剤である NBMPR によっては，100 μM NBMPR で 10%程度の低下がみられ
たことからも，わずかながら ENTs の寄与を示唆するものであったが，阻害試験の結果から，
HIEC 細胞における apical 側からの FTD の取り込みには，主に CNTs の寄与が考えられた． 
HIEC 細胞における FTD の膜透過試験を実施したところ，吸収方向への透過速度が排泄方
向と比較して大きく，その吸収方向への膜透過は，Na+非存在下で大きく低下し，1000 μM 
thymidine によっても低下した．このことからも，HIEC 細胞における FTD の膜透過過程に
CNTs が寄与していると考えられた． 




が最も高い取り込み活性を示した．CNT1 による FTD の取り込みは，Na+依存性で，飽和性
を示し，Km 値は 69.0 μM であり，この結果は HIEC 細胞で得られた Km値（15.0 μM）と同
程度であったことから，HIEC 細胞における FTD の取り込みには CNT1 が寄与していると考
えられた． 
さらに，CNTs の発現量が低いことが報告されている Caco-2 細胞[64, 65]に CNT1 を安定
発現させた細胞を構築した．Uridine もしくは FTD の取り込み活性を評価し，最も高い取り
込み活性を示した CNT1/Caco-2 細胞を以降の検討で用いた．CNT1/Caco-2 細胞において，
CNT1 は Lai らの報告と同様に apical 側に局在していることを免疫細胞化学的染色で明らか
にした[74]．また，CNT1/Caco-2 細胞において，FTD の膜透過は，吸収方向の膜透過係数が
大きく，その膜透過係数は，Na+非存在下で大きく低下した．また，インキュベーション後
の FTD の細胞内蓄積も Na+存在下における CNT1/Caco-2 細胞で最も高く，その蓄積は，Na+
非存在下では Mock 細胞と同程度と低かった．また，CNT1/Caco-2 細胞では，B to A 方向に
おける細胞内蓄積も Mock 細胞に比べて，若干増加し，Na+非存在下では Mock 細胞と同程
度と低かった．この結果からは，CNT1/Caco-2 細胞では一部 basolateral 側にも CNT1 は発現
すると考えられた．本章での免疫細胞化学的染色では，CNT1 の basolateral 側での発現は検
出できなかったが，ヒトの消化管組織における CNT1 の免疫組織化学的染色の結果におい
ては，CNT1 が basolateral 側にも一部発現していることが報告されているため，この結果と
は一致する[54]． 
一方，TAS-102 の開発過程において，FTD の PK に及ぼす食事の影響についても検討され




近年，コレラ菌由来であるが CNT1 の結晶構造について報告された[76]．CNT1 によるヌ
クレオシド輸送メカニズムの解明の一助になると考えられる．また，CNT1 の SNP につい
ては，Gray らや Caco-Soldado らによって報告されている[77, 78]．チミジンの輸送活性を欠
損する SNP が二種類報告されおり，一つはフレームシフトによる機能欠損で，African 
American population に 3%存在する[77]．もう一つは，546 番目のアミノ酸が Ser から Pro に
置換した変異で，細胞膜上に局在するが，ヌクレオシドの輸送活性を欠損しており，African 
American population に 0.2%と頻度は非常に少ない[78]．現在までに CNT1 の SNP による薬
物動態への影響は，189 番目のアミノ酸が Val から Ile に置換した変異により，mizoribine の
吸収率が低下することが報告されている[79, 80]．Asian American においては 35%の頻度であ
ることから，消化管における FTD と CNT1 の個人間変動の一因になる可能性は否定できな
いので，今後の検討課題である． 
近年，SLC43 family の中で，nucleobase transporter の機能解析が報告された[81]．もともと，
43 
 
SLC43A3 は，上皮細胞の器官形成期に発現する未知の輸送体 embryonic epithelia gene 1 とし





HIEC 細胞及び CNTs の発現細胞を用いて検討した．その結果，消化管の刷子縁膜での FTD
の取り込みには，主に CNT1 が関与していると考えられた．一部，刷子縁膜での FTD の取






第 3 章 小腸側底膜透過機構 
第 1 節 緒言 






発現していることが報告されている薬物輸送体として，MRP3[83]，MRP4[84, 85]及び Organic 
solute transporter（OSTα/β）[86]などがある．抗アレルギー薬として上市している fexefenadine
は，刷子縁膜で OATPs によって取り込まれるが，側底膜では MRP3 によって輸送されるこ
とが Caco-2 細胞を用いた検討で示唆されている[87]．また，MRP4 ノックアウトマウスでは，
抗ウイルス薬である adefovir の腹腔内投与後，消化管毒性が強くなることから，消化管での
MRP4 による efflux 機構の重要性が指摘されている[85]． 
小腸側底膜でヌクレオシドアナログ医薬品を輸送する可能性がある分子として，本研究
では ENT に着目した．ヒトにおいて，消化管の側底膜には，ENT1 及び ENT2 が発現して
いることが免疫組織化学的染色から明らかとなっている[54]．そこで，本章では，FTD の小









第 2 節 方法 
2-1 試薬 
[14C]FTD（58.7 mCi/mmol，>98%）は Moravek Biochemicals で合成されたものを使用した．
[14C]Uridine（53 mCi/mmol，99.5%）は Moravek Biochemicals から購入した． 
ENT1 の cDNA は OriGene Technologies（Rockville, MD）から購入した．ENT2 の cDNA は
Kazusa DNA Research Institute（木更津市，千葉県）から購入した．ENT1 の一次抗体は
Sigma-Aldrich より購入した．Na+/K+-ATPase の一次抗体は，Abcam より購入した．二次抗
体である Alexa488 及び 594 は ThermoFisher Scientific から購入した． 




第 2 章，第 2 節の 2-13 と同様に浜松生物教材(株)より購入した． 
 
2-3 トランスフォーメーション 
第 2 章，第 2 節の 2-9 に従って実施した． 
 
2-4 cDNA の回収・精製 
第 2 章，第二節の 2-10 に従って実施した． 
 
2-5 cRNA の調整 
ENT1 及び ENT2 の cDNA を制限酵素 XhoI（Roche）及び PmeI（BioLabs）で切断し，直






第 2 章，第 2 節の 2-15 に従って実施した．  
 
2-8 HIEC 細胞の培養 
第 2 章，第 2 節の 2-5 に従って実施した． 
 
2-9 HIEC 細胞における細胞膜透過試験 




2-10 FTD 感受性試験 
96 ウェルチャンバー（Millicell-96，Millipore）に 10 μg/cm2 になるようにコラーゲン溶
液を添加した．2 時間程度静置し，残ったコラーゲン溶液は，アスピレーターで除去し，PBS
で洗浄した．HIEC 細胞を 0.25%トリプシンで回収し，3×103 cells/well で播種した．播種時




む培地に交換し，3 日間培養した．インサート内及びインサート下部の用量は，75 μL 及び
250 μL とした．播種から 3 日後に，インサート内に WST-8 を含む発色試薬 10 μL を加え，
CO2 インキュベータ内で 4 時間静置した．インサート内から 50 μL ずつ回収し，100 μL の
PBS と混合し，96 ウェルプレートに移し替えた．プレートリーダ （ーSpectraMax 340PC384，
Molecular Devices）を用いて，吸光度（450 nm）を測定した． 
 
2-11 HIEC 細胞における取り込み試験 
第 2 章，第 2 節の 2-6 に従って実施した． 
 
2-12 免疫細胞化学的染色 
チャンバースライド（松浪硝子工業）に 10 μg/cm2 になるようにコラーゲンを添加した．
1 時間程度静置し，残ったコラーゲン溶液はアスピレーターで除去し，PBS で洗浄した．
HIEC 細胞を 0.25%トリプシンで回収し，8×104 cells/well でコラーゲンコートしたチャンバ








 HIEC 細胞における膜透過係数の算出 
HIEC 細胞における Permeability coefficient（Papp，膜透過係数，cm/sec）は，以下の式で
算出した． 
𝑃𝑃𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎𝑎 = �𝑑𝑑𝑑𝑑 𝑑𝑑𝑑𝑑� �𝐴𝐴 × 𝐶𝐶0  
ここで，Q は acceptor 側へ輸送された薬物量（pmol），t は時間（hr），A はチャンバーフ
ィルターの表面積（cm2），C0は時間 0 における donor 側の薬剤濃度（μmol/L）を示す． 
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  HIEC 細胞への薬物の取り込み 
培養細胞における薬物の取り込みクリアランス（μL/min/mg protein）は，規定の時間にお




統計量は，mean ± SD（n 数）もしくは，mean ± SEM（n 数）で表記した．統計的有意差






第 3 節 結果 
3-1 卵母細胞を用いた輸送体強制発現系への FTD の取り込み 
3-1-1 ENT1 及び ENT2 発現細胞への uridine の取り込み 
アフリカツメガエルの卵母細胞に ENT1 及び ENT2 を発現させ，uridine の取り込みを検討
した結果を Figure 3-1 に示す．いずれにおいても，対照として用いた water を注入した細胞
よりも高い取り込み活性を示した． 
 
A        B 
  
 
Figure 3-1  Uptake of uridine by Xenopus oocytes expressing human ENT1 (A) and ENT2 (B) 
Uptake of uridine (8.2 μM (A) and 7.9 μM (B)) by Xenopus oocytes expressing ENT1 
and ENT2 was measured for 30 min at room temperature (pH 7.4). Closed column 
represents the uptake of uridine by Xenopus oocyets injected with water. Open column 
represents the uptake of uridine by Xenopus oocytes expressing ENT1 or ENT2. Data are 



























































3-1-2 ENT1 及び ENT2 発現細胞への FTD の取り込み 
アフリカツメガエルの卵母細胞に ENT1 及び ENT2 を発現させ，FTD の取り込みを検討
した結果を Figure 3-2 に示す．いずれにおいても，対照として用いた water を注入した細胞
よりも高い取り込み活性を示した．FTD は，ENT1 及び ENT2 の基質となると考えられた．
30 分は初期取り込みを反映していると考え，以下の検討は 30 分で実施した． 
A       B 
 
Figure 3-2  Uptake of FTD by Xenopus oocytes expressing human ENT1 and ENT2 
Uptake of FTD (5.2 μM and 6.0 μM) by Xenopus oocytes expressing ENT1 (A) and 
ENT2 (B) was measured for 10, 30, 60 and 120 min at room temperature (pH 7.4). 
Closed circles represent the uptake of FTD by Xenopus oocytes expressing ENT1 and 
ENT2, respectively. Open circles represent the uptake of FTD by Xenopus oocytes 


















































3-1-3 ENT1 及び ENT2 発現細胞への FTD 取り込みにおける NBMPR の影響 
ENT1 及び ENT2 を発現させたアフリカツメガエルの卵母細胞における FTD の取り込み
について，NBMPR の影響を検討した結果を Figure 3-3 に示す．ENT1 発現細胞では，1 μM 
NBMPR によって，FTD の取り込みは大きく減少した．一方，ENT2 発現細胞では，0.1 μM 
NBMPR ではほとんど影響を受けず，10 μM NBMPR で 47%に低下した． 
A          B 
    
Figure 3-3  Effect of NBMPR on uptake of FTD by Xenopus oocytes expressing human ENT1 
(A) and ENT2 (B) 
Uptake of FTD (5.2 μM (A) and 6.0 μM (B)) by Xenopus oocytes expressing ENT1 and 
ENT2 was measured for 30 min at room temperature (pH 7.4). ENT1 and 
ENT2-mediated uptake of FTD was determined by subtracting the uptake by 
water-injected oocytes from that by ENT1 or ENT2 cRNA-injected oocytes. Data are 





























































3-1-4 ENT1 及び ENT2 発現細胞への FTD 取り込みの濃度依存性 
ENT1 及び ENT2 について，FTD の濃度を 0.0017 mM から 5.01 mM までの範囲で測定し
た結果を Figure 3-4 に示す．なお，各 FTD 濃度における取り込み速度は，ENT1 及び ENT2
を発現させた卵母細胞における取り込み速度からwaterを注入した卵母細胞における取り込
み速度を引いて算出した．取り込みは飽和性を示し，ENT1 及び ENT2 の FTD 取り込みに
対するKm値はそれぞれ 0.706 ± 0.199 mM及び 7.47 ± 0.22 mM，Vmaxは 402 ± 30 pmol/oocyte/30 
min 及び 2797 ± 52 pmol/oocyte/30 min と算出された（Fig. 3-4 (A)及び Fig. 3-4 (B)）． 
 
A              B 
   
Figure 3-4  Concentration dependence of uptake of FTD by Xenopus oocytes expressing ENT1 
(A) and ENT2 (B) 
ENT1 and ENT2-mediated uptake of FTD was measured for 30 min at various 
concentrations (0.0017～5.01 mM). ENT1 and ENT2-mediated uptake of FTD was 
determined by subtracting the uptake by water-injected oocytes from that by ENT1 or 


















































3-2 HIEC 細胞における FTD の膜透過 
3-2-1 低濃度 FTD の膜透過（A to B）における basolateral 側の NBMPR の影響 
HIEC 細胞を用いて，FTD の apical 側から basolateral 側への透過における NBMPR の影響
を検討した結果を Figure 3-5 に示す．また，0.5 から 2 時間の FTD 透過速度の傾きから算出
した膜透過係数を Table 3-1 に示す．FTD の濃度は 5.4 μM とし，NBMPR は basolateral 側に
のみ添加した．FTD の膜透過係数は，0.1 μM NBMPR では変化しなかったが，100 μM NBMPR
存在下で有意に低下した（Fig. 3-5 (A)，Table 3-1）．また，2 時間インキュベーションした後
の細胞内のFTDを測定したところ，NBMPR濃度依存的にFTDの細胞内蓄積は上昇した（Fig. 
3-5 (B)，Table 3-1）．  
 
A          B 
  
Figure 3-5  Effect of basolateral NBMPR on transcellular transport (A) and cellular 
accumulation (B) of low concentration of FTD from apical to basolateral side 
(A) Transcellular transports of FTD at 5.3 μM across HIEC monolayers from apical to 
basolateral side. The cells were incubated in the transport buffer (pH 7.4) containing 
FTD added to the apical side in the absence of NBMPR (circle), and in the presence of 
0.1 μM NBMPR (square) or 100 μM NBMPR (triangle). (B) The cellular accumulations 
of FTD at 5.3 μM from apical side in HIEC monolayers were evaluated at 2 hrs in the 
absence and presence of 0.1 μM NBMPR or 100 μM NBMPR. NBMPR was added only 
basolateral side. Each symbol or column represents the mean ± SD (n=3). *; significant 












































































3-2-2 高濃度 FTD の膜透過（A to B）における basolateral 側の NBMPR の影響 
一方，FTD の濃度を 506 μM とし，FTD の apical 側から basolateral 側への透過における
NBMPR の影響を検討した結果を Figure 3-6 に示す．前述と同様の試験系で FTD の膜透過性
と細胞内蓄積を評価したところ，膜透過係数は NBMPR の存在下及び非存在下で変化しな
かったが（Fig. 3-6 (A)，Table 3-1），細胞内蓄積は 100 μM NBMPR 存在下で低下した（Fig. 3-6 
(B)，Table 3-1）．  
 
A      B 
 
Figure 3-6  Effect of basolateral NBMPR on transcellular transport (A) and cellular 
accumulation (B) of high concentration of FTD from apical to basolateral side 
(A) Transcellular transports of FTD at 506 μM across HIEC monolayers from apical to 
basolateral side. The cells were incubated in the transport buffer (pH 7.4) containing 
FTD added to the apical side in the absence of NBMPR (circle), and in the presence of 
0.1 μM NBMPR (square) or 100 μM NBMPR (triangle). (B) The cellular accumulations 
of FTD at 506 μM from apical to basolateral side across HIEC monolayers were 
evaluated at 2 hrs in the absence and presence of 0.1 μM NBMPR or 100 μM NBMPR. 
NBMPR was added only basolateral side. Each symbol or column represents the mean ± 











































































3-2-3 高濃度 FTD の膜透過（A to B）における apical 側の NBMPR の影響 
Figure 3-6 (B)の結果から，HIEC 細胞における FTD 高濃度の膜透過試験時の 2 時間での細
胞内蓄積は 100 μM NBMPR で低下したが，basolateral 側に添加した NBMPR の膜透過性に
関しては不明であることから，NBMPR を apical 側にのみ添加した試験系でも検討した．そ
の結果を Figure 3-7 に示す．NBMPR を apical 側に添加したときは，100 μM NBMPR により
膜透過係数が有意に低下した（Fig. 3-7 (A)，Table 3-1）．さらに細胞内蓄積は 100 μM NBMPR
により低下した（Fig. 3-7 (B)）．NBMPR を apical 側に添加することにより，basolateral 側に
添加した時よりも apical 側での膜透過性に影響を与えた結果と考えられた．また，HIEC 細
胞において，FTD 高濃度での膜透過係数は Na+非存在下においても変化しなかった（Fig. 3-7 
(A)，Table 3-1）．Na+非存在下における FTD の膜透過係数及び細胞内蓄積は 100 μM NBMPR
の存在下において，Na+存在下におけるFTDの膜透過係数よりも有意に低下した（Table 3-1）．
すなわち，FTD 高濃度での HIEC 細胞における膜透過は，ENTs の寄与が FTD 低濃度に比べ
高くなるものと考えられた． 
A      B 
  
Figure 3-7  Effect of apical NBMPR on transcellular transport (A) and cellular accumulation 
(B) of high concentration of FTD from apical to basolateral side 
(A) Transcellular transports of FTD at 506 μM across HIEC monolayers from apical to basolateral 
side. The closed or open symbol represents the transcellular transport in the present or absent of Na+, 
respectively. The cells were incubated in the transport buffer (pH 7.4) containing FTD added to the 
apical side in the absence of NBMPR (circle), and in the presence of 0.1 μM NBMPR (square) or 
100 μM NBMPR (triangle). (B) The cellular accumulations of FTD at 506 μM from apical to 
basolateral side across HIEC monolayers were evaluated at 2 hrs in the absence and presence of 0.1 
μM NBMPR or 100 μM NBMPR. NBMPR was added only apical side. Each symbol or column 
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3-2-4 低濃度 FTD の膜透過（B to A）における basolateral 側の NBMPR の影響 
また，basolateral 側から apical 側への透過における NBMPR の影響を同様に検討した結果
を Figure 3-8 に示す．FTD 濃度は，6.8 μM とし，NBMPR は basolateral 側にのみ添加した．
FTDの膜透過係数は，0.1 μM及び 100 μM NBMPRで有意に低下した（Fig. 3-8 (A)，Table 3-1）．
また，FTD の細胞内蓄積は，100 μM NBMPR 存在下で有意に低下した（Fig. 3-8 (B)，Table 3-1）． 
 
A       B 
 
Figure 3-8  Effect of basolateral NBMPR on transcellular transport (A) and cellular 
accumulation (B) of low concentration of FTD from basolateral to apical side 
(A) Transcellular transport of FTD (6.8 μM) across HIEC monolayers in 0.31 cm2 
chamber from basolateral to apical side. The cells were incubated in transport buffer (pH 
7.4) containing FTD added to the basolateral side in the absence of NBMPR (circle), and 
in the presence of 0.1 μM NBMPR (square) or 100 μM NBMPR (triangle). (B) The 
cellular accumulation of FTD (6.8 μM) from basolateral to apical side across HIEC 
monolayers was evaluated at 2 hrs in the absence and presence of 0.1 μM NBMPR or 
100 μM NBMPR. NBMPR was added only basolateral side. Each symbol or column 











































































 Table 3-1  Permeability coefficient of FTD across HIEC monolayers 
 
Data are shown as mean ± SD (n=3). The permeability coefficient was obtained from the results 
shown in Fig. 3-5 (A), Fig. 3-6 (A), Fig. 3-7 (A) and Fig. 3-8 (A). A; apical, B; basolateral, *: 




Concentration (μM) Additional side
0 (Control) - 45.1 ± 2.9 34.4 ± 0.3
0.1 basolateral 43.0 ± 4.4 66.2 ± 2.2*
100 basolateral 32.7 ± 0.9* 118.9 ± 4.5*
0 (Control) - 4.83 ± 0.90 2.06 ± 0.20
0.1 basolateral 3.72 ± 0.51 1.93 ± 0.56
100 basolateral 3.98 ± 0.24 1.40 ± 0.10*
0 (Control) - 5.25 ± 1.34 2.32 ± 0.16
0.1 apical 3.11 ± 0.26 1.80 ± 0.49
100 apical 2.81 ± 0.19* 1.18 ± 0.04*
0 - 4.29 ± 0.58 2.46 ± 0.30
100 apical 2.30 ± 0.39* 0.93 ± 0.17*
0 (Control) - 3.42 ± 0.34 31.5 ± 3.1
0.1 basolateral 1.20 ± 0.13* 28.5 ± 0.9



























3-3 HIEC 細胞における FTD 感受性試験 
3-3-1 HIEC 細胞増殖における NBMPR の影響 
NBMPR の非存在下及び存在下において，FTD の細胞内蓄積の変化がみられたため，この
蓄積と毒性との関連について 96 ウェルチャンバーを用いて検討した．まず，0.1 μM 及び 100 
μM NBMPR 自身の HIEC 細胞の増殖への影響を検討した．その結果，100 μM NBMPR 存在
下においても，HIEC 細胞の増殖には影響はなかった（Figure 3-9）． 
 
Figure 3-9  Effect of NBMPR on the cytotoxicity in HIEC monolayers 
Cells were plated onto the collagen-coated 96-well plates at the density of 3×103 
cells/well and exposed to 0.1 μM and 100 μM NBMPR for 72 hr. Each column 


























3-3-2 HIEC 細胞での FTD 感受性試験における NBMPR の影響 
コラーゲンコートした 96 ウェルインサートに HIEC 細胞を播種し，24 時間培養後にイン
サート（apical）側は 0～3000 μMの FTDを加えた培地に交換した．一方，プレート（basolateral）
側には，0，0.1 及び 100 μM NBMPR を加えた培地に交換した．その後，FTD を 72 時間暴
露し，細胞生存率を測定した． 
FTD の低濃度（1～30 μM）では，NBMPR 存在下で細胞生存率がコントロールに対して
低下した．一方，FTD の高濃度側（>500 μM）では，細胞生存率はコントロールに対して上
昇した（Figure 3-10）．いずれの作用も NBMPR 濃度に依存する傾向がみられた． 
 
 
Figure 3-10  Effect of NBMPR on cytotoxicity of FTD in HIEC monolayers 
Cells were plated onto the collagen-coated 96-well chambers at the density of 3×103 
cells/well and exposed to various concentration of FTD for 72 hr in the absence or 
presence of 0.1 μM and 100 μM NBMPR. FTD was applied at apical side, and NBMPR 
was applied at basolateral side. Each point represents the mean ± SEM (two independent 
study, each experiment was conducted at n=3). The symbols of circle, diamond and 
triangle represent control (0.1% DMSO), 0.1 μM NBMPR and 100 μM NBMPR, 





































3-4 HIEC 細胞への FTD の取り込み 
3-4-1  HIEC 細胞における FTD 取り込みに対する NBMPR の影響 
FTD の apical 側での取り込みに，ENTs が寄与している可能性を検討するため，HIEC 細
胞における FTD 取り込みに対する NBMPR の影響を Na+非存在下で検討した．その結果を
Figure 3-11 に示す．Na+非存在下において，FTD の取り込みは NBMPR の濃度依存的に減少
した．HIEC 細胞における FTD の取り込みは，100 μM NBMPR によって Na+存在下では約
10%の低下であったが（Table 2-2），Na+非存在下では約 70%低下した．すなわち，Na+非存




Figure 3-11  Effect of NBMPR on the uptake of FTD in the absence of Na+ in HIEC 
monolayers 
Inhibitory effect of NBMPR on the apical uptake of FTD in the absence of Na+ in HIEC 
monolayers. Uptake of FTD (4.6 μM) was measured for 3 min in the absence or presence 



































HIEC 細胞における apical 側での FTD の取り込みに，一部 ENTs が寄与していることが示
唆されたため，第 2 章でも検討した HIEC 細胞における FTD の濃度依存的な取り込みにつ
いて，FTD の最高濃度を 2 mM から 5 mM へと濃度範囲を広げて（0.0023～5.01 mM）検討
した．その結果を Figure 3-12 に示した．Na+存在下においては，Km，Vmax及び kdは，それぞ
れ 0.011 ± 0.003 mM，0.47 ± 0.07 nmol/mg protein/3 min 及び 3.16 ± 0.23 μL/mg protein/3 min と
算出された（Fig. 3-12 (A)）．Figure 3-12 (B)に Eadie-Hofstee plot を示す．第 2 章での結果と
同様に，Eadie-Hofstee plot から 1 つの飽和性コンポーネントと 1 つの非飽和性コンポーネン
トから成ることを示唆する結果が得られた． 
 
A     B 
  
Figure 3-12  Concentration dependence of apical uptake of FTD by HIECs in the presence of 
Na+ 
(A) Total (solid line), saturable (dashed line), and non-saturable (dotted line) uptakes of 
FTD were obtained by kinetics parameters estimated from non-linear least square 
analysis based on the uptakes measured at various concentrations (0.0023～5.01 mM) 
for 3 min at 37°C. (B) Uptake of FTD at various concentrations is also shown as 
Eadie-Hofstee plots. Solid line represents the calculated values using kinetic parameters 



































































一方，Na+非存在下での HIEC 細胞における FTD の濃度依存的な取り込み結果を Figure 
3-13 に示す．Na+非存在下においては，Km，Vmax 及び kdは，それぞれ 0.85 ± 0.26 mM，3.86 ± 
1.00 nmol/mg protein/3 min 及び 2.06 ± 0.17 μL/mg protein/3 min と算出された（Fig. 3-13 (A)）．
Figure 3-13 (B)に Eadie-Hofstee plot を示す．Eadie-Hofstee plot から Na+存在下よりも低い親和
性の 1 つの飽和性コンポーネントと 1 つの非飽和性コンポーネントから成ることを示唆す
る結果が得られた． 
 
A     B 
  
Figure 3-13  Concentration dependence of apical uptake of FTD by HIECs in the absence of 
Na+ 
(A) Total (solid line), saturable (dashed line), and non-saturable (dotted line) uptakes of 
FTD were obtained by kinetics parameters estimated from non-linear least square 
analysis based on the uptakes measured at various concentrations (0.0023～5.01 mM) 
for 3 min at 37°C. (B) Uptake of FTD at various concentrations is also shown as 
Eadie-Hofstee plots. Solid line represents the calculated values using kinetic 
parameters obtained by non-linear least squares analysis. Each point represents the 
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3-5 HIEC 細胞における免疫細胞化学的染色 
3-5-1 HIEC 細胞における ENT1 蛋白質の細胞内局在性 
HIEC 細胞における ENT1 の局在を免疫細胞化学的染色の手法を用いて検討した結果を
Figure 3-14 に示す．青，緑及び赤のシグナルは，それぞれ核，Na+/K+ ATPase 及び ENT1 を
示す．HIEC 細胞において，lateral マーカーである Na+/K+ ATPase（緑のシグナル）は細胞膜
上に発現していた（Fig. 3-14 (A)）．同様に ENT1 も細胞膜上に発現していたが，細胞内にも
発現が認められた（Fig 3-14 (A)）．ENT1 は apical 側及び basolateral 側に発現していた（Fig. 
3-14 (B)）． 
A        B 
   
 
Figure 3-14  Immunolocalization of ENT1 in HIEC monolayers 
(A) HIEC cells was stained with anti-human ENT1 and Na+/K+ ATPase, followed by 
anti-rabbit goat IgG and anti-mouse goat IgG conjugated with AlexaFluor® 594 (red) and 
488 (green), respectively. Nuclei was stained with DAPI (blue). (B) Immunolocalization 
of ENT1 in HIEC monolayers. Fluorescence was observed at 63× magnification. AP: 









第 4 節 考察 
本章では，消化管の側底膜に着目し，FTD の透過機構及び細胞内蓄積に伴う毒性発現へ
の輸送体の関与を検討した． 
まず始めに FTD の ENT1 及び ENT2 による認識性を検討したところ，FTD は ENT1 及び
ENT2 の基質となることが明らかになった．これまで，FTD の癌細胞への取り込みが NBMPR
や dipyridamole などの ENTs 阻害剤で低下することは報告されていたが[94, 95]，直接的に
FTDがENT1及びENT2の基質であることを示したのは初めてである．FTDの親和性はENT1
で high-affinity/low-capacity であり，ENT2 では low-affinity/high-capacity であった．
5-Fluorouracil や 6-mercaptopurine の ENT1 及び ENT2 による輸送効率（Vmax/Km）は，ENT2
の方が大きい[96]．一方，多くの組織において，ENT1 の方が ENT2 よりも発現量が高い[58, 
97]．そのため，輸送効率と発現量で補完し合い，同程度の寄与があると考えられている[58, 
96]．FTD については，ENT1 と ENT2 による輸送効率は同程度（0.57 vs 0.37）であった．
ヒトの消化管において，Meier らは ENT1 に比べ ENT2 の発現量が高いことを報告している
が，Hiratochi らは ENT1 の発現量が高いことを報告している[52, 53]．これは，比較に用い
た検体が異なるために，結果が異なってしまった可能性が考えられるが，消化管での FTD
の輸送に寄与する輸送体の推察は難しい． 
HIEC 細胞において，低濃度 FTD（5.3 μM）添加時の A to B 方向への膜透過係数は，NBMPR
の濃度依存的に減少した．また，インキュベーション 2 時間後での細胞内蓄積は，NBMPR
の濃度依存的に上昇した．一方，高濃度 FTD（506 μM）添加時の A to B 方向への膜透過係
数は，NBMPR 存在下でも変化しなかった．また，インキュベーション 2 時間後での細胞内
蓄積は，100 μM NBMPR によって低下した．これら FTD の濃度に依存した現象を説明する
ために，FTD の apical 側での取り込みに ENTs が寄与しているという仮説が考えられた．ま




細胞を用いて，FTD 感受性試験を実施した．本検討では，HIEC 細胞における CNTs 及び ENTs
の局在を反映させるため，チャンバータイプの 96 ウェルプレートに HIEC 細胞を播種し，
感受性試験を実施した．FTD 低濃度（1 μM～30 μM）添加時には，NBMPR 存在下で毒性は
増強された，一方，FTD 高濃度（>500 μM）添加時には，NBMPR 存在下で毒性は軽減され
た．これらの結果は，膜透過試験で得られた蓄積の結果と一致した． 
前述のように，FTD 高濃度では，apical 側での取り込みに ENTs も寄与している可能性が
考えられたため，HIEC 細胞の apical 側での取り込みに ENT が寄与しているかを ENT 選択
的阻害剤である NBMPR を用いて検討した．第 2 章において，Na+存在下における 100 μM 




Na+非存在下における FTD の取り込みに対する NBMPR の影響を検討した．その結果，Na+
非存在下では NBMPR の濃度依存的に FTD の取り込みは減少した．また，ENT1 のみを阻
害する濃度として用いた 0.1 μM NBMPR において，FTD の取り込みは単純拡散による取り
込み量まで低下した．したがって，Na+非存在下では HIEC 細胞における FTD の取り込みに
は，主に ENT1 が寄与していると考えられた．さらに，HIEC 細胞における FTD 濃度依存性
の検討を Na+存在下及び非存在下において実施した．HIEC 細胞における Na+存在下での Km
値（0.011 mM）は CNT1 発現細胞における Km 値（0.069 mM）と類似しており，Na+非存在
下における Km 値（0.85 mM）は ENT1 発現細胞における Km値（0.71 mM）と類似していた．
本結果も，HIEC 細胞において Na+非存在下では，FTD の輸送に一部 ENT1 が寄与している
ことを支持する．また，免疫細胞化学的染色により，HIEC 細胞において，ENT1 は basolateral
側及び apical側で発現が確認された．このことは，HIEC細胞における FTDの輸送について，
basolateral 側のみならず apical 側でも ENT1 が寄与している可能性を裏付けた．日本人固形
癌患者に TAS-102 を 15～35 mg/m2 の用量で，1 日 2 回投与したとき，FTD の Cmax及び AUC
は概ね用量に応じて増加しており，吸収に飽和は観測されていない[98]．また，推奨用量で
ある 35 mg/m2 を体表面積 1.07～2.15 m2 で投与するとすると，実投与量は，35～75 mg とな
る．この投与量を服用水容積 0.25 L で除すと，消化管腔内濃度として，0.47～1.01 mM が得
られる．第 2 章で得られた CNT1 に対する FTD の Km 値は 0.069 mM であったので，CNT1
のみが寄与しているのであれば，CNT1 による取り込み過程が飽和し，用量の増加に伴う暴
露の上昇は得られなかった可能性が考えられる．一方，本章で得られた結果によると，FTD
高濃度では，CNT1 に加え ENTs が優位に働くと考えられた．消化管において，FTD の取り
込みに CNT1 に加え ENTs も寄与することで，臨床において投与量の増加とともに暴露の上
昇が得られたのではないかと考えられる． 
本章では，消化管側底膜での ENT1 のヌクレオシドアナログ医薬品の吸収への関与を示し
たが，癌細胞におけるバイオマーカーとしての ENT1 も近年着目されている[99, 100]．膵臓
癌は，予後が悪い癌の一つであるが，ENT1 の基質である gemcitabine 投与患者において，
腫瘍組織における ENT1 の高発現患者で overall survival（OS）が有意に延長することを示し
ている[101, 102]．一方，同じく ENT1 の基質であることが報告されている C 型肝炎の治療
薬である ribavirin については，ENT1 の SNP が治療効果及び副作用の発現に影響を与えるこ
とが報告されている[103, 104]．このように医薬品の効果や副作用のバイオマーカーとして，
輸送体が報告されている中，TAS-102 についても近年，効果との相関が報告された．ENT1




以上より，消化管上皮細胞のモデルとして用いた HIEC 細胞の basolateral 側での FTD の
輸送には ENT1 及び ENT2 が寄与していると考えられた．また，apical 側では FTD 高濃度に
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おいて CNT1 に加えて ENT1 の寄与が増大していると考えられた．さらに，ENTs の機能の
制御によって細胞内蓄積が変化し，細胞毒性が発現することが明らかとなった．すなわち，







第 4 章 結論 
本研究において，ヌクレオシドアナログ医薬品として，抗悪性腫瘍薬ロンサーフの配合
成分である FTD について，消化管吸収機構の解析を行った．消化管吸収を評価する in vitro
の試験系として Caco-2 細胞が広く使用されているが，Caco-2 細胞はヒト消化管よりもタイ
トジャンクションが強固で，さらに本化合物の吸収に関与する可能性が考えられたヌクレ
オシドトランスポーターの発現量が低いことが指摘されていた．そこで，ヌクレオシド輸
送特性活性を有する HIEC 細胞を用いて FTD 輸送の機能解析を実施した． 
第 2 章においては，消化管の刷子縁膜に着目し，消化管上皮細胞のモデル細胞である HIEC
細胞及び CNTs の発現細胞を用いて検討を行った．HIEC 細胞における FTD の輸送は，飽和
性を示し，Na+依存的な取り込みの寄与が大きく，細胞外 pH に依存せず，ヌクレオシド関
連物質によって取り込みが低下した．また，CNT の発現系を用いた検討から，最も FTD の
輸送活性が高かった CNT1 は，ピリミジン骨格を有する構造を基質としやすい性質からも，
FTD の輸送に寄与していると考えられた．また，ヌクレオシドトランスポーターの発現量
が低いことが報告されている Caco-2 細胞に CNT1 を発現させた細胞においても，Na+依存的
な膜透過がみられ，FTD の輸送に CNT1 が関与していることが示唆された．以上のことか
ら，消化管刷子縁膜では，CNT1 が FTD の吸収に主に寄与していることを明らかにした．
また，刷子縁膜における FTD の吸収に一部 ENTs が関与している可能性が示唆された． 
第 3 章では，消化管の側底膜における FTD の透過機構の解明を目的とし，第 2 章と同様
に消化管上皮細胞モデルとして HIEC 細胞を，さらに ENT 発現細胞を用いて検討を実施し
た．ENT 発現細胞の結果から，FTD が ENT1 及び ENT2 の基質となることを明らかにした．
さらに，FTD 低濃度における HIEC 細胞膜輸送試験では，ENTs の阻害剤である NBMPR の
存在下において，FTD の膜透過係数は低下し，細胞内蓄積が上昇したことから，ENT1 及び
ENT2 が側底膜での FTD 輸送に寄与していることを明らかにした．一方，FTD 高濃度にお
いては，NBMPR により FTD の細胞内蓄積が低下したことから，刷子縁膜での取り込みに
ENT1 が一部寄与しているという仮説を考えた．この仮説の実証のために，Na+非存在下で
の FTD 取り込みに対する NBMPR の影響を検討した．Na+非存在下においては，ENT1 が寄
与している可能性が示された．また，同様に Na+非存在下における HIEC 細胞での FTD 取
り込みのキネティクスは，ENT1 の Km 値に近い値が得られたことからも，刷子縁膜輸送に




な下痢の頻度は低いが，これは抗癌活性を示す FTD が CNT1 及び ENTs によって，速やか
に血中に移行するため，細胞内に蓄積しにくく，下痢などの消化器毒性の頻度が低いので
はないかと考えられた． 
以上の結果から，in vitro の試験系において，FTD は消化管において，刷子縁膜の CNT1
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り，CNT1 と ENTs が協同して消化管吸収に寄与している可能性を示唆できた．ヒトにおい
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